冷凝集素病（CAD）是一种少见的自身免疫性溶血性贫血（AIHA），占AIHA的10%～20%[@b1]。冷凝集素（CA）多为IgM型单克隆免疫球蛋白，在低于阈值温度下，CA与红细胞膜抗原结合，激活补体途径，而当红细胞循环到高于阈值温度的中央部位时，红细胞与CA解离，结合了C3b的红细胞被网状内皮系统吞噬并发生血管外溶血[@b2]。CAD发病率低，国内外研究较少，目前尚缺乏标准治疗方法。本研究我们回顾性分析了我院17例原发性CAD的临床表现、治疗和转归，以提高对此类疾病的认识。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：回顾性分析2007年4月至2016年10月我院确诊的17例原发性CAD患者的临床资料，所有患者均符合以下原发性CAD诊断标准[@b3]：①有溶血性贫血表现；②CA滴度≥1∶64或Coombs试验（+）且C3d（+）；③排除惰性B细胞非霍奇金淋巴瘤\[华氏巨球蛋白血症/淋巴浆细胞样巴瘤（WM/LPL）、小淋巴细胞淋巴瘤/慢性淋巴细胞白血病（SLL/CLL）、脾边缘区淋巴瘤（SMZL）\]以外的恶性肿瘤或感染。

2．临床资料收集：收集患者治疗前的临床资料：包括起病症状、临床表现、血常规、网织红细胞比值（Ret）、肝肾功能、血清免疫固定电泳（IFE）、直接Coombs试验、CA滴度。行骨髓涂片、骨髓活检及骨髓免疫分型确定是否存在其他血液系统恶性疾病。

根据HGB将贫血分为4级：（1）轻度贫血：90 g/L \< HGB \<正常低限（成年男性120 g/L，成年女性110 g/L）；（2）中度贫血：60 g/L \< HGB≤90 g/L；（3）重度贫血：30 g/L \< HGB≤60 g/L；（4）极重度贫血：HGB≤30 g/L。

3．MYD88^L265P^突变检测：收集患者骨髓、外周血标本或石蜡包埋（FFPE）淋巴结组织。新鲜骨髓、外周血标本经CD19单抗磁珠分选。从分选后的CD19^+^细胞或FFPE组织切片中提取DNA，采用实时荧光定量等位基因特异性聚合酶链反应（Realtime AS PCR）检测MYD88^L265P^突变，参考文献[@b4]。

4．治疗：药物治疗包括：以泼尼松为基础的治疗：泼尼松单药治疗，泼尼松/甲泼尼龙联合苯丁酸氮芥，泼尼松/甲泼尼龙联合环磷酰胺；以利妥昔单抗（R）为基础的治疗：R联合泼尼松、苯丁酸氮芥，R联合地塞米松、环磷酰胺，R-CHOP（R+环磷酰胺+阿霉素类药物+长春新碱+泼尼松），R-CVP（R+环磷酰胺+长春新碱+泼尼松）。

5．疗效标准：根据Berensten等[@b3]的文献将疗效定义为：①完全缓解（CR）：无贫血、无溶血证据；无CAD的其他临床表现，血清单克隆免疫球蛋白阴性，骨髓病理、免疫组化及流式细胞术判定无淋巴细胞增殖性疾病。②部分缓解（PR）：HGB回升至少超过20 g/L或恢复至正常，血清IgM水平较治疗前下降50%以上或恢复至正常，临床症状缓解，不需要输血。③无效（NR）：任何指标不满足CR或PR疗效标准。将达到CR和PR判定为治疗有效。治疗开始后3个月进行疗效评估。若疗效未达到PR考虑更改治疗方案。

6．随访：随访时间截止到2016年10月31日，中位随访14（0.5～96）个月。1例患者失访。总生存（OS）时间定义为确诊至患者死亡或末次随访时间。

结果 {#s2}
====

1．一般临床资料：17例原发性CAD患者中，男9例，女8例，中位年龄为67（51～86）岁。其中7例伴有惰性淋巴瘤，包括3例WM/LPL、2例SLL/CLL和2例SMZL。

2．临床症状和实验室检查：14例患者有遇冷后的四肢末端、耳垂和嘴唇青紫发绀等表现；10例有胸闷、憋气、乏力等贫血症状；4例有黄疸和酱油色尿等溶血表现。1例患者无明显症状。

中位HGB为67（35～127）g/L，中位Ret为5.93%（1.20%～12.00%）。15例患者存在贫血，其中轻度贫血1例，中度贫血8例，重度贫血6例；8例患者需接受输血治疗。中位血清LDH为411（162～1 013）U/L，中位间接胆红素（IBIL）为37.4（5.8～70.0）µmol/L。17例患者直接Coombs试验（+），其中16例C3d（+），1例为单纯IgG（+）。11例患者的CA滴度≥1∶64，中位CA滴度为1∶1 024，1例患者CA滴度为1∶16。15例患者的血清免疫固定电泳阳性，其中14例为IgMκ，1例为IgGλ。4例患者进行了MYD88^L265P^基因突变检测，其中3例阴性，1例存在MYD88^L265P^突变，为SMZL患者（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### 17例原发性冷凝集素病患者的临床特征、治疗及转归

  例号   年龄（岁）   骨髓病理（   HGB g/L)   Ret (%)（   LDH U/L)（   IBIL µmol/L)   免疫固定电泳   IgM定量(g/L)   直接Coombs试验   冷凝集素滴度   MYD88         治疗方案              疗效       转归
  ------ ------------ ------------ ---------- ----------- ------------ -------------- -------------- -------------- ---------------- -------------- ------------- --------------------- ---------- ----------------
  1      51           阴性         93         5.11        318          35.1           IgMκ           2.30           C3d+                            \-            泼尼松+环磷酰胺       完全缓解   存活
  2      71           阴性         90         7.90        538          43.4           IgMκ           4.10           C3d+、IgG+                      阴性          甲泼尼龙+苯丁酸氮芥   无效       存活
  3      65           阴性         87         6.33        590          41.0           阴性           1.52           C3d+             1∶256          \-            甲泼尼龙+环磷酰胺     无效       存活
  4      58           阴性         82         3.14        1 013        7.7            IgMκ           0.98           C3d+                            \-            泼尼松+苯丁酸氮芥     无效       死于肺部感染
  5      65           阴性         71         12.00       509          24.4           IgMκ           10.00          C3d+                            \-            泼尼松+环磷酰胺       无效       死于肺部感染
  6      67           SLL/CLL      51         3.56        246          7.9            IgMκ           8.27           IgG+             1∶2 048        阴性          泼尼松                无效       死于胰腺癌
  7      62           WM/LPL       66         5.82        515          70.0           IgMκ           9.98           C3d+             1∶1 024        \-            甲泼尼龙+苯丁酸氮芥   无效       死亡原因未明
  8      59           SMZL         35         5.93        517          49.7           IgMκ           13.00          C3d+             1∶4 096        MYD88^L265^   ^P^ R-CHOP、R-CVP     部分缓解   存活
  9      76           SMZL         67         7.12        482          37.4           IgMκ           9.95           C3d+             1∶2 048        \-            R+地塞米松+环磷酰胺   部分缓解   存活
  10     71           WM/LPL       39         9.06        358          41.5           IgMκ           5.30           C3d+、IgG+       1∶2 048        \-            R+地塞米松+环磷酰胺   部分缓解   存活
  11     74           WM/LPL       91         2.13        237          20.1           IgMκ           2.70           C3d+、IgG+       1∶512          \-            R+地塞米松+环磷酰胺   无效       存活
  12     86           阴性         69         11.45       384          18.7           IgMκ           9.90           C3d+             1∶1 024        \-            R+泼尼松+苯丁酸氮芥   无效       死于原发病进展
  13     66           阴性         127        2.36        162          5.8            IgMκ           1.50           C3d+             1∶1 024        阴性          保暖                  部分缓解   存活
  14     80           阴性         121        1.20        167          11.8           阴性           3.71           C3d+、IgG+       1∶16           \-            保暖                  部分缓解   存活
  15     58           阴性         35         6.87        468          19.9           IgGλ           NA             C3d+             1∶256          \-            未治疗                NA         存活
  16     67           SLL/CLL      97         7.80        411          56.8           IgMκ           10.08          C3d+                            \-            未治疗                NA         死于肺部感染
  17     83           阴性         43         4.60        347          60.0           IgMκ           9.44           C3d+、IgG+       1∶16 384       \-            未治疗                NA         失访

注：Ret：网织红细胞比值；IBIL：间接胆红素；SLL/CLL：小淋巴细胞淋巴瘤/慢性淋巴细胞白血病；WM/LPL：华氏巨球蛋白血症/淋巴浆细胞样淋巴瘤；SMZL：脾边缘区淋巴瘤；R：利妥昔单抗；CHOP：环磷酰胺+阿霉素类药物+长春新碱+泼尼松；CVP：环磷酰胺+长春新碱+泼尼松；-：未检测；NA：不适用

3．疗效与转归：12例患者接受了药物治疗：7例接受糖皮质激素为基础的化疗，1例有效，达CR。5例接受利妥昔单抗为基础的免疫化疗的治疗，3例有效，均为PR。未接受治疗的5例患者中，2例患者保暖有效，1例SLL/CLL患者诊断后早期死亡未治疗，2例患者放弃治疗。

16例有随访资料的患者截至随访终点，6例死亡，其中1例死于原发病进展、3例死于感染、1例死于其他肿瘤、1例死亡原因不明。中位OS时间未达到（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。

![17例原发性冷凝集素病患者生存曲线](cjh-38-09-789-g001){#figure1}

讨论 {#s3}
====

CAD是一种少见的冷抗体型AIHA。可将CAD分为两类[@b5]：①原发性CAD：定义为原因不明的或者继发于惰性B细胞淋巴瘤（例如LPL、MZL或SLL）的CAD；②继发性CAD：继发于其他非惰性B细胞淋巴瘤或者感染性疾病的CAD，其中常见的是肺炎支原体感染继发的CAD，但是这类病例远较原发性CAD少见。本研究我们依据该分类纳入了17例原发性CAD患者进行临床分析。

CAD的临床表现多样，文献报道90%患者有遇冷后肢体末端、耳垂、嘴唇等部位青紫[@b6]，部分病例有网状青斑，极少数出现肢端坏死[@b7]--[@b8]。此外，患者可出现贫血相关症状如乏力、气短，黄疸不常见，肉眼血尿发生频率远低于阵发性睡眠性血红蛋白尿症或温抗体型AIHA[@b9]。国内关于CAD的研究较少，在本系列中，遇冷后肢端青紫为CAD最常见临床表现，而黄疸、肉眼血尿较为少见，这与CAD患者以血管外溶血为主，仅发生少部分C3d介导血管内溶血有关[@b2]，与国外研究结果基本相符。

实验室检查方面，17例患者中位HGB 67（35\~127）g/L，其中15例出现贫血，以中度贫血和重度贫血为主。而既往研究报道的CAD患者多为轻中度贫血，Berentsen等[@b6]报道的中位HGB为92（45\~156）g/L。本组CAD患者贫血程度更重，可能与患者就诊我院时临床症状较重有关。通常认为CAD患者的直接Coombs试验为C3d阳性且IgG阴性，但近年研究多次报道了直接Coombs试验为IgG阳性的CAD病例（20%～25%），其中包括仅IgG阳性和同时IgG、C3d阳性病例[@b6],[@b11]，本研究也有1例患者为单纯IgG阳性。血液中单克隆CA是CAD导致AIHA的病理基础，CA的高效价及温幅决定了其在一定温度下凝集红细胞的能力，本研究中，有1例患者的CA滴度虽然仅为1∶16，但其有遇冷后双手青紫和尿色加深临床表现，且Coombs试验C3d阳性，考虑其可能为低温幅CA。另外，我们的研究中，17例患者中14例存在IgM κ型M蛋白，这也与文献报道基本相符。

MYD88为TOLL样受体信号通路中一种重要转导蛋白，其在LPL中的突变率高达90%，而国外文献报道非合并WM/LPL的原发性CAD中MYD88^L265P^突变率极低（0/17）[@b12]，本研究中检测结果与文献报道一致，可能侧面说明原发性CAD是一种不同于LPL的淋巴细胞增殖性疾病。本研究中1例SMZL患者MYD88^L265P^突变阳性，其骨髓形态学无浆细胞分化表现，骨髓活检经2名病理科医师独立诊断符合边缘区淋巴瘤，骨髓免疫分型：CD5、CD10、CD25阴性，sIgM阴性，CD19、CD20、CD79b阳性，同时临床表现为巨脾。SMZL患者中也报道了少量（6%）MYD88^L265P^突变阳性病例，而MYD88^L265P^突变阳性患者较阴性患者存在单克隆IgM免疫球蛋白血症的比例更高[@b13]。

目前，CAD的治疗仍缺乏统一的标准，据国外文献报道CAD治疗方案基本可分为糖皮质激素和利妥昔单抗两大类[@b5]：尽管糖皮质激素在AIHA的治疗上使用广泛，但单一糖皮质激素治疗的有效性未得到研究支持，多个研究中仅个别患者对单一糖皮质激素治疗有效，反应率不足15%[@b6]，或仅有的糖皮质激素治疗有效患者也需要高剂量维持[@b14]。苯丁酸氮芥和环磷酰胺单药治疗的有效率与糖皮质激素类似[@b5]。本研究中7例糖皮质激素治疗患者仅1例有效，其中4例死亡，同样提示糖皮质激素在CAD上疗效不佳。利妥昔单抗治疗CAD的疗效早有报道，两项分别纳入20例[@b15]、27例[@b3]患者的回顾性研究中利妥昔单抗治疗反应率均在50%以上。2015年一项纳入21项研究的Meta分析总结了109例利妥昔单抗治疗的CAD患者，其总体反应率为57%[@b16]。本研究中5例使用利妥昔单抗治疗患者，3例有效。因此，我们认为，利妥昔单抗在CAD治疗上优于糖皮质激素。另外，利妥昔单抗联合氟达拉滨或干扰素治疗可进一步将治疗有效率提高至70%[@b6],[@b17]，尤其是WM或低级别非霍奇金淋巴瘤相关的CAD[@b18]。除药物治疗外，本研究中2例患者未经过药物治疗，通过保暖措施可达到临床症状缓解、HGB回升，多项既往研究中提到，避免肢体末端、耳垂暴露于寒冷环境中，搬至温暖环境居住等也是原发性CAD患者治疗中重要环节，防止溶血性贫血加重[@b5],[@b18]。

综上所述，CAD的临床表现多样，CA检测是诊断CAD的关键。CAD轻型可保暖为主，糖皮质激素治疗效果不佳，重型CAD推荐利妥昔单抗治疗。
